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Summmッ Wehave simultaneously determined the plasma levels of erythropoietin 
(EPO) in 40 chronic hemodialytic patients by an in vitro bioassay and a radioimmunoassay 
(RIA) and have made a comparative study of the results. 
In the in vitro bioassay， the EPO plasma titers were determined by a method of Sakata 
et al， using fetal mouse liver cells obtained from 12-day-old mice. The mean EPO level of 
the hemodialytic patients was revealed to be 74.4 :t29.1 mU/ml in the bioassay and 17.1 :t 
10.1 mU/ml in the RIA. Incontrast， the normallevel of the control subjects were 158.0 :t 
33.4 mU/ml in the bioassay and 15.7 :t 1.3 mU/ml in the RIA. In the bioassay， in27 (67. 
5 %) of the 40 hemodialytic cases， the EPO titer levels were found to be lower than the 
normallower limit (90 mU/mI). Conversely， inthe RIA， the EPO levels were found to be 
higher than the normal lower limit in al caces， except for only one. 
The plasma EPO value in the bioassay showed a positive correlation with the hemoglo-
bin (Hb) concentrationand the count of the reticulocytes， but no significant correlation in 
the RIA. 
On the other hand， there is no correlation between the in vitro bioassay and the RIA， 
but in the comparative study limited to 21 cases who were did not show very low EPO levels 
in the bioassay， there was a significant relationship between the two methods. 
Therefore， it is felt that plasma EPO level data obtained by the RIA do not necessarily 
reflect the true erythropoietic stimulatory activity in hemodialytic patients with chronic 
glomerulonephritis. 
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から承諾の得られた症例 40例(男性 24例，女性 16例)，
年齢は 11歳から 69歳，平均 48.3:t12.8歳，対象症例の










25 % polyetylene glycol (PEG)にて Boundtype/Free 
克法
プーノレ血清を，また未知試料の方には緩衝液を混和した.
その後， 4'Cで3000回転 15分間遠沈し well型scintilla四
tion-counter ARC-950 (Aloka Co.， Ltd. Tokyo)にて
測定した.
標識1251 -r -huEPOは r-huEPO (Pharmaceutical 
Laboratory， Kirin Brewery Co.， Ltd. Tokyo)を使用
しLactoperoxidase法にて作成した.以上のような RIA
法による測定は， Special Reference Labolatory社 (S.
R. L. Co.， Ltd. Tokyo)に依頼した.なお，正常値はS









血媛量の 40倍に濃縮し，抗生物質〔ペニシリン G100，000 
u/l，ストレプトマイシン 0.1g/l)を含むDulb巴ccoリン
酸緩衝液 (PBS)で24時間透析し試料とした.次に培地
上に 12日齢の fetalmouse liver celとともにそれぞれ















Fetal mous巴1iverを使用した 48時間培養後の CFU-
くMethod)
Medium adjustment 
2% M巴thy1celIulos巴 inα-medium 
Fetal Calf Serum......56"C， 30min 
αmedium + Nuc1eotides +αthioglycerol 























































Standard EPO or Sample 
(10μ1 in each welI) 
37ロ， 5 % CO2 in air 
48hrs in incubatio日
Colony fixed (by l.5 % Glutaraldehyde) -12hrs 
Colony count. 
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Fig. 4. log EPO dose-r巴sponsestandard curve. 
EPO Cー〉
Fig. 3. CFU-E-derived colonies with or without EPO. 
EPO (12.5mU/ml) 
( 4 ) 育 田克法
(P<0.05) (Fig.5). にRIA法による測定値に関しては全血液透析期聞を通
一方， RIAによる測定結果は，血液透析患者群におい じて低値傾向にあった (Fig.6a， b)， 
て低値ではあるが，そのほとんどが正常範囲内にあり正 4) 網状赤血球数と EPO濃度に関しコロニー形成法に
常下限の 8mU/ml以下は l例に過ぎず，また 30mU/ おいては Fig.7a.に示すごとく r=0.516(p<0.005)と有
ml以上の高値例が 4例に認められた (Fig.5)， 意な正の相関を認めた.しかし， RIA法においては r=O.
3) 血液透析期間と EPO濃度の聞にはコロニー形成法 052と相関は認められなかった (Fig.7b)，
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Fig目 5.Pla"ma EPO levels in the bioassay and th巴
RIA. 
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Fig. 6a.Plasma EPO lev巴ls(bloassay)in relevance 
to duration of hemodialysis. 
れたが有意ではなかった.また RIA法においては r=O.
168と相関は認められなかった (Fig.8a， b)， 













Fig. 6b.Plasma EPO levels(RIA) in rel巴vanceto 


















Fig. 7a.Correlation between reticulocyte and EPO 
l巴vels(bioassay)in HD patients. 
維持血液透析患者におけるエリスロポエチン活性
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Fig. 7b.Corr巴lationbetween reticulocyte and EPO 



















Fig目 8a.Correlationbetween Hb and EPO levels 
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Fig. 8b.Correlation between Hb and EPO levels 































































Fig. 9. EPO levels in comparison of the bioassay 測定結果は一致しているが16)17)，Sherwoodら18)は腎性
with the RIA. 貧血症例においては相関は確認できなかったと報告して
いる.しかし一方では，透析患者においてもこの二方法
血球寿命の短縮， 2)腎における EPOの相対的産生低 に関連性が認められるとの報告19)もあり，一定していな
下， 3)造血抑制因子の存在， 4)欽欠乏などの因子10)が い.今回全症例では二方法による測定値の比較において
知られているが，血液透析期間が長期に及び維持安定期 も一致は認められなかったが，コロニー形成法で 70
になると，腎よりの EPOの相対的産生低下と造血抑制 mU/ml以上の 21症例について比較すると，両方法には
物質による EPO活性発現抑制が主因となっていると考 高い相関が認められた.このことは uremictoxinが造血
えられる. 能抑制物質として EPO活性発現に深く関与している可
今回の対象症例の維持血液透析患者における Hb値に 能性を強く示唆している.
対して，文献的に鉄欠乏性の非腎性貧血症例では， EPO EPOの測定法としてこれまで 1)飢餓マウスや多血
濃度は 100mU/ml以上の上昇が期待されるにもかかわ 症マウスを用いる invivo bioassay法 2)骨髄細胞や
らず11)，今回の測定結果では 17.2:tl0.lmU/mlとほと fetal mouse liv巴rce1などの培養細胞を用いる invitro 
んどが正常範囲内にあり，また同様な報告12)も認められ bioassay法が行われてきたが，近年遺伝子工学の医学分
ることにより維持血液透析患者での EPO産生は電絶対 野への導入により， EPOのradioimmunoassayが可能




は網状赤血球数および Hb濃度に表現され， in vitroで 一方， fetal mouse liver ce1培養系を用いたコロニー
はbonemarrow c巴1もし〈は fetalliv巴rce1培養によ 形成法による測定は，生物学的活性を直接反映する有用
るFeの取り込みおよび赤血球系コロニー形成能として な測定方法であるが，検査手技に関し熟練と時間を要す
確認されている.De Klerkら13)も同様の fetalmouse るため日常検査としては不適で、ある.しかし透析患者を
liv巴rce1を用いて維持血液透析患者での EPO活性低下 含めた腎性貧血に対して r-huEPOの投与の効呆に個体
を報告しており，今回，著者の結果においてもコロニー 差が認められている今回 20)21)22)，造血抑制j物質との絡み





































1) Jacobson， L. 0.， Goldwasser， E.， Fried， W. and 
Plzak， L. : Role of the kidn巴yin erythropoiesis. 
N ature 179: 633-634. 1957. 
2) Pavlovic-Kentera， V.， Clemon自， G.区.， Dju-
kanovie， L.and Biljanovie-Paunovie， L.: Eryth-
ropoietin and anemia in chronic renal failure. 
Exp. H巴matol.15: 785-789， 1987. 
3) Miyake， T.， Kung， Ch. K. H. and Goldwasser， 
E.: Purification of human erythropoietin. J. 
Biol. Chem. 252: 5558-5564， 1977. 
4) Garcia， J.F.， Sherwood， J.and Goldwasser， E. : 
Radioimmunoassay of erythropoi巴tin. Blood 
cells 5: 405-419， 1979. 
5) Segal， G. M.， Eschbach， J. W.， Egrie， J. C.， 
Stueve， T.and Adam自on，J. W.: The anemia of 
end-stage renal disease: Hematopoietic progeni-
tor cel response. Kidney Int. 33: 983-988， 1988目
6) Sakata， S.， Enoki， Y.， Tomita， S; and Kohzuki， 
H.: In vitro erythropoietin assay based on eryth-
roid colony formation in fetal mouse liver cel 
cu1ture. Br. J. Haematol. 61: 293-302， 1985 
7) Erslev， A. J.， Caro， J.， Kansu， E.， Miller， O. and 
Cobbs， E.目 Plasmaerythropoietin in polycyth-
emia. Am. J. Med. 66: 243-247， 1979 
8) Erslev， A.: Humoral regulation of red cel pro司
duction. Blood 8: 349-357， 1953 
9) Richard自on，J. R. Jr. and Weinstein， M. B.: 
Erythropoietic response of dialyzed patients to 
testosterone administration. Ann. Intern. Med. 









誌. 21: 913-918， 1988. 
13) De Klerk， G.， Wilmink， J. M.， Ro自engarten，P. 
C. J.， Vet， R. J. W. M. and Goudsmit， R.目
Serum erythropoietin (ESF) titers in anemia of 
chronic renal failure. J.Lab. Clin. Med. 100: 720 
-734. 1982. 
14) McGonigle， R. J. .S.， Hu自由erl，F.， Wallin， J. D. 
and Fisher， J.W.: Hemodialysis and continuous 
ambulatory peritoneal dialysis effects on eryth 
ropoiesi in renal failure. Kidney Int. 25: 430-
436， 1984. 
15) Radtke， H. W.， Claussner， A.， Erbe自， P.M.， 
Scheuermann， E. H.， Schoeppe， W. and区och，
K. M.: Serum erythropoietin concentration in 
chronic r巴nalfailure: R巴lationshipto degree of 
anemia and巴xcretoryrenal function. Blood 54: 
( 8 ) で士ゴロ 田 克法
877-884， 1979. Browne， J.K. and Adamson， J.W.目 Correction
16) Cohen， R. A.， Clemons， G. and Ebbe， Sh.: Cor. of the anemia of end-stage renal disease with 
relation between bioassay and radioimmunoas. recombinant human erythropoietin: Results of a 
say for erythropoietin in human s巴rumand urine combined phase 1 andII clinical trial. N. Engl 
concentrates. Proc日 Soc.Exp. Biol. Med. 179: J. Med. 316: 73-78， 1987. 
296-299， 1985. 21) Winearls， Ch. G.， Oliver， D. 0.， Pippard， M. J.， 
17) Birgegard， G.， Miller， 0.， Caro， J. and Erslev， Reid， C.， Downing， M. R. and Cotes， P. M.・
A. : Serum erythropoietin levels by radioim. Effect ofhuman erythropoietin derived from 
munoassay in polycythaemia. Scand.]. recombinant DNA on the anemia of patients 
Haematol. 29: 161-167， 1982. maintained by chronic haemodialysis. Lancet 2・
18) Sherwood， J.B. and Goldwasser， E.目 Aradioim. 1175-1178， 1986目
munoassay for erythropoietin. Blood 54・885- 22)高久史麿，三村信英，前田貞亮，清水直容，越川昭
893， 1979. 三，秋山暢夫，太田和夫，溝口秀昭，大坪修，ニ
19) Naets， J. P.， Garcia， J. F.， Tousaaint， Ch.， 瓶宏，丸茂文昭，浦部晶夫，川口良人，秋沢忠男，
Buset， M. and Waks， D.: Radioimmunoassay of 鈴木好夫，久保和雄，大坪公子，赤羽清彬，関口
erythropoietin in chronic uraemia or anephric 孝，小路 良・腎性貧血に対する recombinant
patients. Scand. J. Haematol. 37: 390-394， 1986. human巴rythropoietin製剤 KRN5702の効果.腎
20) Eschbach， J. W.， Egrie， J.C.， Downing， M. R.， と透析 24・1009-1025，1988. 
